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©PORTOIR POUR L' AUTOM ATIS ATIO N DE L'USAGE DES MICROPLAQUES DE FILTRATION ET 
D* EXTRACTION (SPE) DE PARTICULES ET DE MOLECULES DANS DES ECHANTILLONS CHIMIQUES ET 
BIOLOGIQUES. 



(§7) La presente invention concerne un dispositif permet- 
tant. d'automatiser I'usage de plaques de microtitration a 
puits profonds particulierement concues pour la prepara- 
tion d'echantillons liquides, chimiques ou biologiques, 
comme etape intermediate d'un procede d'analyse, et 
mettant en oeuvre un ou plusieurs liquides deposes dans 
les puits de ladite plaque (1)- Chacun des 96 puits (2) 
contient des moyens permeables permettant la retention 
de particuies ou de molecules. 

L'extremite inferieure de chaque puits (6) possede un ori- 
fice permettant I'ecoulement des fluides deposes dans la 
moitie superieure de chaque puits. 

Selon I'invention, les differents liquides sont deposes 
dans ta moitie superieure de chaque puits de la micropla- 
que, par groupe de 2 a 8 puits simultanement, par un appa- 
reil automatique dote d'aiguilles d'injection (7). Ces aiguil- 
les d'injection perforent une plaque en elastomere souple 
(8) qui, deposee et maintenue sur la partie superieure de la 
microplaque a puits profonds, assure une etancheite per- 
manente de I'ensemble des puits de ladite microplaque. 

L'invention concerne egalement un obturateur de flux 
mobile (9) permettant une derivation de la iigne de fluide 
(10) issue de l'extremite inferieure de chaque puits (6) dote 



d'un orifice, cette derivation pouvant s'effectuer a tout mo- 
ment du deroulement du protocoled. 
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La presente invention concerne un dispositif permettant d'automatiser 
Tusage de plaques de microtitration a puits profonds (1) particulierement con9ues pour 
la preparation d'echantillons liquides, chimiques ou biologiques, comme etape 
intermediate d'un procede d'analyse, et mettant en oeuvre un ou plusieurs liquides 

5 deposes simultanement ou successivement dans les puits de la dite plaque. Cette 
microplaque est composee de 96 puits profonds (2). Chaque puits est un cylindre dont 
Textremite superieure (3) est ouverte a l'atmosphere. La moitie superieure (4) est un 
reservoir destine a recevoir des liquides; la moitie inferieure (5) contient des rnoyens 
perm^ables permettant la retention de particules ou de molecules. L'extremite 

10 inferieure de chaque puits possede un orifice (6) permettant Tecoulement des fluides 
deposes dans la moitie superieure de chaque puits. 

L'objectif numero 1 de cette preparation d'echantillons liquides consiste 
a deplacer les liquides deposes dans la partie superieure (4) des puits de la microplaque 
vers et au-dela de l'extremite inferieure de ces puits, de fa<?on reproductible, entre tous 

15 les puits d'une meme microplaque. 

L'objectif numero 2 reside dans le fait que le traitement de tous les 
echantillons d'une meme microplaque soit effectue dans le temps le plus court 
possible. 

Pour cela, il existe plusieurs procedes. 

20 Le premier procede consiste a laisser 1'effet de la pesanteur agir sur les 

liquides deposes. Ce procede necessite un temps tr£s long et ne repond pas aux critere 
de l'objectif numero 2. 

Le second procede consiste 4 associer l'extremite inferieure des puits de 
la microplaque (1) a un bottier sous vide qui creera une depression par rapport a 

25 l'extremite superieure (3) des puits restant ouverts a la pression atmospherique. Ce 
procede augmente la vitesse de transfert des liquides dans chacun des puits, mais la 
permeabilite des rnoyens de retention (5) contenus dans les puits n'etant pas constante, 
la vitesse de transfert n'est pas reguliere et reproductible d'un puits a Tautre. Ce 
procede ne repond pas a l'objectif numero 1 du proc6de. 

30 Le troisieme procede consiste a appliquer une pression dans la moitie 

superieure du puits (4), provoquant ainsi une acceleration du flux. Cette surpression est 
assuree par un bouchage etanche place a l'extremite supdrieure du cylindre constituant 
le puits (3). Ce procede est deja utilise dans une autre application utilisant des 
cartouches individuelles equip£es de bouchons dotes d'une ouverture permettant le 
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passage d'une aiguille d'injection. Ce procede, bien que plus fiable, presente certains 
inconvenients. 

Le premier inconvenient est que le systeme existant est dedie a l'usage 
de cartouches individuelles traitees une a une, et non a l'usage de plaques de 
microtitration a puits profonds (1) particulierement con?ues pour la preparation 
d'echanti lions liquides (en particulier, adapt£es a la SPE). 

Le second inconvenient est que Tetanchdite n'est assuree que lorsque 
l'aiguille d'injection a penetre le bouchon dote d'un orifice d'un diametre tegerement 
inferieur a celui de l'aiguille, ce qui fait que cette aiguille doit rester en place tant que 
la pressurisation de la colonne concernee n'est pas revenue a l'^quilibre. 

Ce proc6de n'est done pas compatible avec l'objectif num£ro 2 (cadence 
elevee du traitement des 6chantillons). 

Le troisidme inconvenient (qui concerne certains protocoles d'utilisateurs) 
est que le systeme ne permet pas de travailler en ana^robiose : dans le cas de certaines 
applications qui n£cessite que le depot des £chantillons dans la partie superieure du 
puits se fasse a abri de Fair (oxygene), il est impossible de chasser Pair contenu en 
faisant un apport de gaz inerte (type helium ou azote), car des l'instant ou l'aiguille 
d'injection se retracte du bouchon d'etanch&te, l'orifice du bouchon remet le volume 
interne de la partie superieure du puits en contact avec Fair atmospherique. 

Le quatrteme proc6d£ qui fait Tobjet de ce brevet, consiste a recouvrir 
1'ensemble des puits de la microplaque d'une membrane d'61astomere souple perforable 
(11), maintenue par un couvercle verrouille (12) et perfore de fa?on appropriee pour 
laisser p6netrer les aiguilles (2 a 8) de 1'automate auquel ce systeme est associe (7). 
Les avantages de ce systeme sont au nombre de 4 : 

Le premier avantage est de travailler en surpression sur la moitie superieure 
de chaque puits (4) de la microplaque, permettant ainsi d'obtenir une bonne 
reproducibility dans le traitement des echantillons liquides deposes sur ces puits. 

Le second avantage reside dans le fait que, des l'instant ou le ou les liquides 
ont 6te deposes dans la partie superieure des puits, le retrait de Paiguille d'injection 
peut se faire immediatement sans perte de pressurisation : la membrane d'etancheite 
(1 1) se referme et assure une etancheite permanente des puits (4). Cette caracteristique 
repond aux criteres de cadence exiges par les utilisateurs. 

Le troisteme avantage reside dans le fait que ce produit, utilisant les 



o 



o 2758188 



-3- 

caracteristiques geom&riques standards des plaques de microtitrations (1), il peut etre 
associe a tout automate multi-aiguilles programmable utilisant les memes 
caracteristiques. II est done possible de programmer le traitement simultane de 8 
echantillons, ce qui repond parfaitement au criteres de cadence exiges par les 
utilisateurs. 

Le quatrieme avantage est que, du fait d'une etancheite permanente assuree en 
tete de puits (4) par la membrane en elastomere (11), il est possible de travailler en 
anaerobiose, sous gaz inerte (helium ou azote). Ce gaz inerte, apporte par les aiguilles 
d'injection (7), chasse Tair ambiant et le remplace. Le retrait des aiguilles (7) de la 
membrane d'etancheite ne provoquant pas de remise a air libre des puits, le systeme 
reste ainsi en totale anaerobiose. II est alors possible de prelever les echantillons 
contenus dans des tubes scelles et de les deposer dans les puits (4), a abri de 1'air. 

L'objectif numero 3 consiste a faire passer successivement plusieurs 
liquides sur les moyens de retentions permeables (5) contenus dans les puits profonds 
d'une microplaque (1), et, au moment opportun, de devier le flux de liquide issu des 
puits de microplaque (10) vers une destination dififcrente de la destination initiale. 

Pour cette raison, 1'invention concerne egalement un obturateur de flux mobile 
(9) permettant une derivation de la ligne de fluide issue de Textremite inferieure de 
chaque puits dote d'un orifice (6), cette derivation pouvant s'efFectuer a tout moment du 
» deroulement du protocole, selon les criteres definis dans le dit protocole (Passage de la 
figure 3 a la figure 4 page 2/2). 

Pour mettre en oeuvre 1'ensemble du procede, 1'invention propose un appareil, 
reunissant dans un meme assemblage : 

- le premier moyen support superieur (A) constitue du supjx>rt de microplaque a 
puits profonds, ainsi que du systeme permettant P etancheite permanente des 
microplaques (couvercle, verrou et plaque d'etancheite en elastomere souple). 

- le second moyen support intermediate (B) constitue de Tobturateur de flux 
mobile monte sur deux barres laterales de coulissement et du montant vertical perfore 
permettant aux aiguilles de Pautomate d'entrainer Pobturateur de flux de gauche a 
droite pour le rendre actif ou de droite £ gauche pour le rendre inactif. 

- le troisieme moyen support inferieur (C) constitue d'un bac de recuperation 
des effluents destines & etre eiimin6s, situe en droite ligne sous le premier moyen 
support superieur (A). 
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Le premier moyen support superieur est fixe et determine la position d'origine 
des flux. Ces flux (par groupe de 2 a 8) ont pour origine les aiguilles d'injection (7) de 
1'automate auquel le systeme est associe. Ces flux traversent les moyens de retention 
permeables (5), sous l'effet de la pressurisation effectuee en tete des puits (4). Ces flux 

5 sortent des puits par I'orifice situ6 a leur extr£mit6 (6) et, par gravite, sont achemines 
naturellement vers le troisieme moyen support inferieur (C), constitue du bac 
recuperateur, fixe, situ£ sous le premier moyen support superieur (A). 

A tout moment, et selon le protocole de Putilisateur, le second moyen support 
intermediaire (B), constitue par l'obturateur de flux (9), est intercale entre le premier 

10 moyen support superieur (A) et le troisidme moyen support inferieur (C), grace a un 
mouvement particulier des aiguilles (7) de Tautomate. Ces aiguilles ont prdalablement 
traverse le montant vertical de Tobturateur de flux (9), sur une £paisseur importante, 
dans des orifices ajustes prevus a cet effet (14), afin de rigidifier le systeme 
aiguille/obturateur lors du deplacement. Ces aiguilles se deplacent alors de gauche & 

15 droite afin d'entrainer l'obturateur de flux (9) dont elles sont devenues solidaires, pour 
intercaler celui-ci entre les deux autres moyens supports. Ces aiguilles se retirent alors, 
laissant l'obturateur (9) en position active (Fig. 4 page 2/2). 

Afin de rendre aux flux leurs destinations d'origine, Tobturateur de flux (9) est 
deplac£ en sens inverse, selon le meme proc^de que pour sa mise en place, a savoir, 

20 dans le cas present, de droite a gauche. 

Cet obturateur de flux (9), provoquant la derivation des flux de leur destination 
finale, permettra de realiser les manipulations suivantes : 

- 6quipe de micro-entonnoirs, relies a des pompes k circulation (de type 
25 peristaltique, par exemple), il permettra de vehiculer les effluents vers differents types 

d'analyseurs. 

- equipe d f un bac de recuperation global, il permettra de regrouper Tensemble 
des effluents d'une sequence spicifique du proced£ (regroupements sur 96 puits). 

- equipe de bac a reactifs comportant 8 rangees, il permettra de regrouper 
30 Tensemble des effluents d'une sequence specifique du proc6d6 par groupe de 12 puits 

(8 regroupements de 1 2 puits). 

- £quipe de bac a rdactifs comportant 12 colonnes, il permettra de regrouper 
Tensemble des effluents d'une sequence sp6cifique du procede par groupe de 8 puits 
(12 regroupements de 8 puits). 
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- equipe de microplaque classique (puits individuels de 250nl) ou de 
microplaque a puits profond (15), il permettra de collecter individuellement les 
effluents de chaque puits, pour une ou plusieurs sequences du precede. 



5 La presente invention est ind^pendante de Tappareil automatique a laquelle elle 

est assoctee et peut ainsi s'adapter a tout appareil automatique programmable realisant 
des mouvements en trois dimensions, dote d'aiguilles de prelevements et d'injections 
(de 1 a 8 aiguilles). 
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REVENDICATIONS 

1 Un dispositif permettant d'automatiser F usage de plaques de 
microtitration a puits profonds particulierement congues pour la preparation d'echantillons 
liquides, chimiques ou biologiques, comme etape intermediate d'un proc^de d'analyse 

caracterise en ce qu'il met en oeuvre un ou plusieurs liquides deposes simultanement ou 
successivement dans les puits de la dite plaque de microtitration (1), par groupe de 2 a 8 
puits (simultanement), par F intermediaire d'un appareil automatique dote d'aiguilles 
d'injection (7) qui perforent une plaque en eiastomere souple (8) disposee et maintenue sur 
la partie superieure (3) de la dite microplaque (1), assurant une etancheite permanente de 
l'ensemble des puits . 

2 . Un dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comporte un 
dispositif d'obturation de flux, comprenant un chariot mobile (9) maintenu par deux rails 
de coulissement horizontaux, permettant dMntercaler le dit chariot entre les deux moyen 
support superieur (A) et inferieur (C), soit de fagon autonome par une motorisation, soit par 
Faction de Fautomate sur lequel le dispositif est installe qui permet une derivation de la 
ligne de fluide (10) issue de Fextremite inferieure de chaque puits fixe dote d'un orifice, 
vers une destination autre que sa destination initiale, cette derivation pouvant s'eflfectuer a 
tout moment du deroulement du protocole, selon les criteres definis dans le dit protocols 
par Tutilisateur. 
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Figure 1 
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Figure 4 



(14>— • ! I I 1 !i !i !i 



□My 



MM 




(9) 



U JfrfiffTfri jwTi 

I! !! !! I| i! !' N ! || |l ! 



i :i 



:| : ;. •; i| jj |i ;; 



(13) 



rU- 



•(B) 



BNSDOCID: <FR 27681 88A1_I_> 



